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p hytohe m ag glutinin(P H A) 刺激リ ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼ す 正 常人 血清の影響 に
つ い て 年齢因子
な ら び に血 清 a2 - m a Cr Oglobulin(町 In) 濃度との 関連 に つ い て検討 した ･ 又, ア ト ピ
ー 型気管支喘息患者
血清の影響に つ い て 同年齢正常 人血 清 と比較検討 した･ 血清は 0
- 75歳ま で の 正 常人及 びア トピ
ー 型気管
支喘息患者よ り得 た. s uboptim al do seの P H A濃度(3-OJLg/ml) で年齢依存的抑制作用 を認 め た･ 即 ち
20 歳以 下の 若年者血清及 び 61 歳以 上 の 老齢者血清 は成人者血清に 比 し有意な抑制作用 を示 し(P<0･01),
特 に 5歳以 下 の 若年者血清に 著 しい 抑制作用 が あ っ た ･
一 九 optim al do seの P H A濃度(7･5pg/ml)で
は各年齢群の 血清の 影響に は有意差 を認め な か っ た . ア ト ピ
ー 型気管支喘息患者血清 と正常人 血清とで は
p H A刺激リ ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼす 影響に は有意差 はな か っ た ･ 正 常人 血清中の この 抑制因子 は分子 量
5万 以 上 で硫安塩析法で は 0 - 1.8 M分画中に あり , その 抑制活性 は 80
0
C, 10分間の 熱処理 で失活 した･
血 清 α2-m 濃度と年齢依存的抑制作用 と は有意に 相関 して い た(P<0･01)･ 正常人 血清よ り精製 した α2
- m
は 濃度依存的抑制作用 を示 し, α2-m を含ま な い 血清分画 に は抑制作用 を認め なか っ た ■ 以 上の こ と か ら ,
正 常人血清の 年 齢依存的抑制作用 は血清 町 m 演度 の違い に も とづ く も の と推察さ れ た･
Key w ords Nor mal hu m a n s er um , P HA
-Stim ulated lym pho cyte prolifer a-
tion , α2 - M a cr oglobulin.
末輸血 リ ンパ 球の mitogen に対 する増殖性反応 は生
体 の 免疫能の 1 つ の指標 と して 広く臨床的 に 活用 され
て い る. こ の リ ン パ 球増殖性反応 を検討 す る際の 培養
に は血 清の 添加が必 要で あるが 血清中に は リ ン パ 球の
mitoge nに 対 す る増殖性反応を抑制 す る因子 の 存在が
知 ら れ てお り , ホ ジ キ ン病, 癌, ネ フ ロ ー ゼ症候群 を
は じ め 多数の 病的血清中に は抑制因子 の 存在 を指摘 す
る報告が ある7)1 7)
- 2 7)
.･一 方, 正 常人 血清中に もim m u n o-
r egulato ry α-globulin (I R A) をは じめ 何種類カ;の 抑
制因子 の 存在が報告され て い る
6卜 1 3)
.
こ れ ら の う ち α2
1 11 a CrOglobulin (以 下 α2∬m と略) が モ ル 濃度 あ たり
最大の 抑制作用 を有す る とさ れ て い る1 4). 又 , 肺癌や ネ
Age-depent Changesin Inhibotory Effect
フ ロ ー ゼ症候群で は血 清中の 抑制因子 は α2
-
m であると
す る報告2 1) 22)が あ り, 血清中の 免疫調節物質 としての α2
-11ユの 役割が 注目さ れ て い る3 7).
α 2-m は 加齢に 伴な い 血 清濃度が著 しく変動 し, 新生
児期に は成人値 と ほ ぼ等 し い が 以後急速に 増加 し, 2
～ 4 歳頃 に は成人値 の 2 ～ 3倍に 達 し, 10歳以 後 に成
人 値に 戻 る変動の み られ る血清蛋白で ある. こ の α2-m
の 加齢に 伴 なう 血 清濃度の 変動は小児期の 発育 と平 行
し, 成長と 密接な関連 を有 す ると さ れて い る
31)
. そ こ で
正常人 に み ら れ る血清 α2 - m 濃度の 変動が細胞性免疫
反応 に ど の よ う な影響 を及 ぼ す か を 検討す る目的 で
phytohe m ag glutinin (以 下 P H A と略) 刺激リ ン パ 球
of Hu m an Ser a onP hytohem ag glutinin
(P H A)-Stim ulated Lym pho cyte Pr oliferation:Its Relatio n ship to Seru mα2
-M a c r oglobulin
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増殖性反応に 及 ぼす 正 常人 血 清の 影響 を年齢因子 に つ
い て検討す る と とも に , 血清中 町 m 濃度と の 関連 に
つ い て検討 した.
ア ト ピ ー 性疾患で は細胞性免疫能 の 低下が報告され
てお り38ト4 2), ア ト ピ ー 型気管支喘息患者血清中に P H A
刺激 リ ン パ 球増殖性反応 を抑制 す る因子 の 存在 を指摘
す る報告も あ る43). そ こ で , ア トピ ー 型気管支噛息患者
血清 につ い て,P H A刺激リ ン パ 球増殖性反応に 及ぼす
影響 を同年齢正常人血清と 比較検討 した .
対象お よ び方法
1 . 対 象
0 ～ 75歳の 健康正常人275名 と発作間歓期 で 48時
間以上薬剤 を服用 して い な い ア ト ピ ー 型気 管支喘息患
者 100名 よ り血清を得 た. 年齢 は以下の如く に 区分 し
た. Ⅰ群, 0 ～ 5歳;ⅠⅠ群, 6 ～ 10歳 : ⅠⅠ群, 11～ 20
歳 :ⅠⅤ群 , 21～ 40歳 ; Ⅴ群, 41～ 50歳 :ⅤⅠ群, 51～ 60
歳 ; ⅤⅠ群 , 61～ 75歳.
2 . 被検血 清及 び標準血清 の 調整
血液型 や H L A等 の 個体差 に よ る 影響 を避 け る た
め7)2 7), 各年齢群の 5名 の血清を均等 に 混合 して被検血
清 を作製 した, 標準血清と して 25～ 35歳の健康成人 15
名の 血清を均等に 混合 して作製 し た. 各血清は 56
0
C,
30分間不清化 し,1- 200Cに て 保存 し た.
3 . リ ン パ球 の 培養法
健康成 人 よ り の ヘ パ リ ン 加 末梢血 を pho sphate
buffe red salin e(P B S) に て希釈後, lym phophrep 比
重遠心法 に て 分離 し, R PM I 1 640培養液 (GIB C O,
Gr a nd Isla nd, N Y)に て 1 ×106/mlに 調整 した m o n o-
n u cle a rc ellを得 た. 1 ×105の c ell を 10%血清を含む
R P M I 164 0培 養液 0,2 ml に 浮 遊 さ せ , P H A-P
(Difc oLab, U S A) を最終濃度が 3. OJLg/ml, 7.5jLg/
mlに なる よ う に 添加 し, micr oplate 法 にて triplic ate
で 37
0
C, 5% C O2濃度で 72時間培養 した. 培養終了 24
時 間 前 に tritiated thymidin e(Ne w Englnnd
Nu cle a r
,
Bo sto n, 以下3H - T d R と略) を 0.2/`Ciを
添加 した . 培養終了 後に cel ha rv e Ste rを用い ha rv e st
し, 液体シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で3Il-T d Rの 取
り 込 み を測定 した. c e11viability は try pa nbule dye
e x clu sio n に よ り検討 した.
4 . 血清 の 分 画
1) A mic o nC F 50 A によ る限外濾過
Amic o n C F 50A (Amic o n Le xingto n, M a ss,
U S A) に よ り Ⅰ, ⅠⅠ, ⅠⅠ群の 各血清 よ り分子 量5 万 以
下の 分画 を得た. こ の 分画を 柑 A 3.0〟g/ml, 各血清
10% を含む培養系 に 20%に 添加 し, リ ン パ 球増殖性反
応 に 及ぼ す影響 を検討 した
.
田
2) 硫安塩析法 に よ る 分画
Ⅰ - ⅠⅤ群 の各血清 に硫安粉末 を攫拝 しな が ら加 え,
約 30分間授拝後, 10,000rpm , 4
0
C, 10分間遠心 に よ
り, 0-3.O M ま で 4段階に 分画し, 各分画を Fr action
I(0 - 1. 3 M), Fra ctionII(1.3 - 1.8 M), Fra ctio n
III(1.8 - 2 .4 M), Fr a ctio nIV(2.4-3.OM)と した.
各 Fra ctio n を P B Sに て透析後, P H A 3.OJLg/ml, 標
準血 清 10%を含む培養系に 300JJg/mlに なるよう に添
加 した .
5 . α 2
-
m の 測定
免疫拡散法 (パ ル チゲ ン, ヘ キス ト ジ ャ パ ン 社) に
よ り被検 血清中の α2 - m の濃度 を測定し た.
6･ . α 2
-
m の 精製
Ga n r ot ら
3 8)の 方法に 準 じ精製 し た.
健康成人 (25- 35歳) 20名 よ りな る プ ー ル 血 清100
mlに 10% 硫酸デキ ス トラ ン 2.Oml, 1 M MgC1210ml
を加 え, 10,000rpm , 4
O
C, 15分間遠心 に て リ ボ 蛋白
質を除去 し, 上 清を 0.5 M NaCl を含 む 0.05 Mリ ン
酸緩衝液中で 24時間透析 した . 透析後 に 硫安粉末を攫
拝 しなが ら加 え, 2 M濃度に して 10,00 rpm , 4
0
C,
10分間遠心 した . 沈 漆を ベ ロ ナ ー ル横衝液中で 48時間
透析 し, 寒天 電気泳動(pH8.6 ベ ロ ナ ー ル 緩衝液, 150
m A, 24 時間) を行 っ た . α-globulin 分画 を pH 8.6,
0･05 Mホ ウ酸 ナ トリ ウ ム , 0.15 M NaCl中 に て 24時
間透 析 し て Sephadex G-20 0 S F(P ha r m a cia ,
Up psala) の カ ラ ム に 通 した (綬衝液は pH8.6, 0.05
M ホ ウ酸 ナ ト リ ウム , 0.15 M NaCl). 第 1 分画 を ウ
サ ギ抗 ヒ ト全血清及 び抗 ヒ ト α2-m を用 い て 免疫電気
泳動 を行 っ た. 抗 ヒ ト全血 清及 び抗 ヒ ト α｡-m と単 一 の
沈降線 を作 り, 含有 され る蛋 白質の す べ て は 勒-m であ
っ た
.
上 記の寒 天電気泳動及 び gel fi1tr atio nに よ り得 られ
た各分画を P H A 3.0〟g/ml, 標準血清 10 % を含む培
養系に 50 〟g/ml の濃度に なるよう添加 し, 精製 町 m
も同様に して, 500, 250, 125, 62.5〟g/mlの 各濃度 に
なるよう添加 して P H A刺激リン パ 球増殖性反応に 及ぼ
す 影響を検討し た. 尚, 蛋白濃度 の 測定に は Lo w ry の
方法45=こ拠 っ た .
7 . 血清 , 血 清分 画及 び精製 α 2 - m の P H A刺激 リ
ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼ す影響 の 表記 法
1) 血清の影響
% Re spo n se(%)= ( 被検血 清10% 加培養P H A刺
激リ ン パ 球 の △ cpm)÷ (標準血清10% 加培養 P H A
刺激リ ン パ 球の △ cpm)×1 00
2) 血清分画及び精製 α2 - m の影響
% Re spo n sein lO% se r u mも しく は % Re spo n s e
in sta nda rd se rum と して以下 の よう に 表記 した
.
P B A刺激リ ン パ 球増殖性反応に 及 ぼす 人 血 清の 影響
i) %Re spo n sein lO% s er u m( %)= (被検血清
10% +血清分画加培養 P HA 刺激 リ ン パ 球 の △ cpm
)÷ (被検血清10% 加培養P H A刺激 リ ン パ 球 の △
cpm)×100
ii) %Respons ein standard ser u m(% )= (標準
血清 10%十 血清分画加培養 P H A刺激リ ン パ 球 の △
cpm)÷(標準血清 10% 加培養P H A刺激リ ン パ球の △
Cpm)×100
成 績
1 . 各年齢群血清の P H A刺激 リ ン パ 球増殖性反応
に 及ぼ す影響
Suboptim al do seの P H A濃度 3.OJLg/ml で は各年
齢群血清の% Re spo n s e(M e a n± 1 S D%)はそ れ
ぞれ次 のよう であ っ た . Ⅰ群,65.9±14.8;Ⅰ 群,85.6 ±
10.5 : ⅠⅠ群, 89.1 ±16. ;ⅠⅤ群, 106.8±8 .7 ; Ⅴ群,
106.0±11.3 : ⅤⅠ群, 99.7±22.3 ; ⅥⅠ群, 69.6 ±18,4.
20歳以 下の Ⅰ - 1Ⅰ群 の 各血清 は成人者血清のⅠⅤ群 に比
し有意 な反応の 低下が み ら れ た (P<0.01). 特に 5歳
以 下の Ⅰ群の 血清に 著 しい 反応の 低下が み られ た. 又 ,
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1 - a). Optim al do seの PII A濃度 7.5JLg/ml で は
各年齢群の血清の P H A刺激 リ ン パ 球増殖性 反応 に 及
ぼ す影響に は有意差は み られ な か っ た ( 図1 - b).
ア ト ピ ー 型気管支喘息患者血清と正 常人血清 との比
較 で は P H A刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に及 ぼ す影響 は
は有意差は み られ な か っ た ( 図1 - a, 1 - b).
2 . 血清洩度 の 影響
Ⅰ, ⅠⅠ, ⅠⅠ, ⅠⅤ, ⅥⅠ群 の各血清に つ い て培養系の各
血清濃度を 10, 20, 30%と 増加 して P H A刺激リ ン パ
球増殖性反応 に 及ぼ す血清濃度 の影響 を検討 した. 結
果 は 10% 血清濃度に 対す る 百分率と して% Re spon父
in 10% s e ru m(%)と表記 した. P H A濃度 3.OJLg/ml
で は全て の群 の血清で血清濃度 の 増加 に 伴な い 反応の
低下が み られ , 特 に 5歳以下の Ⅰ群と 61歳以上 の ⅥⅠ群
の血清に 著 しい 低下が み られ た(表1). P H A濃度 7.5
JLg/ml で は血清濃度が 20, 30%で の% Respo n s ein
lO% s e ru m(M en n± 1 S D%)はそれぞれⅠ群(92.0 ±
12.1, 36.9 ±4.8), ⅠⅤ群 (105.0 ±11.0, 70.5 ±6,8),
ⅤIl群 (82.2 ±11. , 76.1 ±23.5) で あり, 血清濃度を
20%に して も反応の低下 はみられず血清濃度 を 30%と






























工 Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ二 Ⅶ
Age Gr o ups
Fig.1-a, 1 - b. E 汗e ct of se r u mfro m e a ch age gr o up o nlym pho cyte prolifer atio nto s uboptim al
do se of P HA (3.O FLg/ml) [Fig. 1 - a] a nd optim aldo s e of P H A(7.5 JLg/ml)[Fig. 1 - b] .
Sta nda rd s er u m= 100% tra n sform atio n. Atop y(○), No n - atOp y(●). *Signi丘c a ntlydiffe r entfr o m
age gr o upIV. Ba r r epre sent m ean v alu e.
3 . 血清分画の P H A刺激 リ ン パ球増殖性反応 に 及
ぼす影響
1) Amic o nC F 50 Aに よ る 血清分画
Ⅰ , Ⅰ , ⅠⅠ群 の 血 清よ り 分子 量 5万 以 下 の 分画 を
Amic ｡ n.C F 50 Aに よ る限外濾過 に よ っ て 得 た. こ の
血 清分画 を P H A濃度 3.0〃g/ml, 各血清 を10% 含む
培養系に 20%の濃度 に な る よう に 添カロし た･ 結果は非
添加時 に 対す る 百分率と して % Re spo n s ein lO%
se ru m( %)と表記 した . 各群の血清 で血清濃度30%で
み ら れ たよ う な反応の 低下 はみ ら れ な か っ た (表 1)･
2) 硫安塩析法 に よる 血清分画
Ⅰ, Il,ⅠⅠ,ⅠⅤ群の 各血清よ り得 られ た硫安分画(Fr)
よ り, Fr I(0 - 1.3 M), FrII(1･3
- l･8 M), FrIII
(1.8 - 2.4 M), FrIV(2. 卜 3･OM)を P H A濃度3･O
FLg/ml,標準血清を 10% 含む培養系に 300JLg/
mlに添
加 した . 結果 は非添加時 に 対す る百分率と して% Re s
･
po n sein standa rd s er u m(% )と表記 した ･ 全群
の Fr
I で著明 な反応の低下が み られ , Ⅰ 及びⅠⅠ群で は Fr I
以 外に FrIIに も 反応 の 低下が み ら れ た (表2 )･ Ⅰ及
びII群の Fr I を80
0
C, 10分間の 熱処理 した･ % Re s-
po n s ein sta nda rd s e ru m(M e a n± 1 S D%) は それ
ぞ れ Ⅰ群, 85.5±9･7:ⅠⅠ群, 101･7 ±10･5 とこ の 抑制
活性は失活 し た.
4 . 各年齢群血清 の α2 - m 濃度と % Respo n seとの
関連
α2-m は分子 量 72･5 万, 硫安塩析 で は 1 ･2
- 1･8 M
分画 に 含ま れ る. そ こ で各 年齢群の血清 α2
- m 濃度を
測定 して % Re spo nse と の 関連 に つ い
●
て検討 し た･ Ⅰ ,
ⅠⅠ,1Ⅰ群の 若年者血清 で は 町 m 濃度 は高値 で% Re s
-
po n s eは低値で あ っ た ･ 丸 VII群 の 血清でも % Re spo
n se
の低値の 血清は α2 - m 濃度は高値で あ っ た ･ 全体 と し
て 町 m 演 度 と % Re spon seは r
= - 0･580, Y = -
0.1 ほ十125(P<0.01) と有意な負の相関が み ら れ た
(図2).
5 . 精製 勘 - m 及 び精製過程 の 血 清分 画の P H A刺
激 リ ン パ 球増殖性反応 に 及ぼ す影響
Table l. Effe ct ofv arying se r u m c on c e ntr atio n s a nd
s e ru mfra ctio n obtain ed by
. ._ ▲___. 三L _ 一 _ ..: ^ _ . 〈 D tJ A(つ n ‖ ,r/ m ll l nq( Tfゝ 兵十 5; e r um =100
▲.. ■ 1▲ ヽ′ ヽ ′ ゝ ヽノ ー ▼ ■- ■ ~ J
~ ~ ~こ:}~■~■【▼~~~~ ~
o nlym pho cyte prolifer atio nto P H A(3･0〃g/m )･ 10%
Test s m
tio n. T he data r epre s e nt m ea n±1S D(n = 6)･ N D, n Otdon e･
% Re spo n s ein lO% s er u m(%)
Amic o nCF50 A
% tr a n sfor m a-

























Table2. Effect ofs e ru mfr a ctio n s obtain ed by a m m o niu m s u
lfate pr e cipitatio n o nlym pho cyte
pr olife r atio nto P H A(3･0 〃g/ml)･ Ea ch se r u m
fr a ctio n w a s ad ded to c ulture syste m
c o ntaining lO% sta ndard se r 皿a nd 3･OFLg/mlof P H Ato m a
ke a丘n alco n c entr atl O n
of300pg/ml･Sta nda rd s er u m alo n e
= 100% tr an sfor m atio n･ T hedata r epre s ent m e a n
±1S D(n = 6).
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α 2
- m a C r Oglobulin le v els
Fig. 2, Co rr elatio nbetw ee n se r u mα 2
- m a Cr Oglobulin le v el a nd % Re spon s e. Age gro up ;Ⅰ(●), ⅠⅠ
(○), ⅠⅠ(*),ⅠⅤ(△), Ⅴ(▲), ⅤⅠ(□), Ⅵ1(玉).
1) 寒天 電気泳動分画
寒天電気泳動に よ り得られ た Fr a ctio nl か ら Fr a c-
tion20 までの う ち! 第 1の ピ ー ク よ り Fra ctio n4 , 第
2の ピ ー ク よ り Fr a ctio n13, 更 に Fr a ctio n18を P H A
濃度 3.0ノノg/ml, 標準血 清 を 10 % 含む培養系 に 500
〟g/mlに 添加 した. 結果は非添加 に 対す る百分率と し
て % Re spo n s ein sta nda rd s e ru m( %)と表記 した.
Fr a ctio n13に の み 反 応の 低下が み られ た ( 図3 - a).
2 ) Sephade x G-200 S F
上 記 で 得 ら れ た Fr a ctio n13 は更 に Sephadex G -
200 S Fの カ ラ ム に よ り2 つ の ピ ー ク に 分画さ れ た.
■
各
分画の PH A･刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼ す影響 を
5-1) と同様な実験条件 で検討 した . 第1分画に の
み 反応の 低下が み られ, こ の 分画 は免疫電気泳動で 抗
ヒ ト全血 清及 び抗 ヒ ト α2-m と単 一 の 沈降線 を作 り,
含有さ れる蛋白質の 全て は α2-m で あっ た( 図3-b).
3
■
) 精製α2-m の 影響
上 記 5-2)で得られた 精製 α2-m を P H A濃度3,0
〟g/ml, 標 準血清 を 10% 含む培養系に 500, 250, 125,
67.5〃g/mlに な る よ う に 添加した . 結果は 非添加時に
対す る百分率 と して % Re spo n s ein sta nda rd s er u m
( %)と表記 した. α 2 - m は濃度依存的に 反 応 を低下 さ
せ , こ の 反応の低下は生体内生 理 的濃度以下 の 低濃度
で み られ た ( 図4).
以上 の 実験に お い て は try pa n bule dye e x clu sio n
に よ り細胞障害性が な い こと が確認さ れた .
考 察
古く か ら血 清中に は免疫抑制物質が存在す る こ とが
矢口られ て お り, Ka m rin が ラッ ト Cohn IV分画が ラ ッ
ト皮膚同種移植拒絶反応 を抑制す る こ と を報告 して以
来, 血 祭蛋白分南中の 細胞性免疫反応抑制因子 の 存在
が明 らか に な り多数の 検討が なさ れ て き た1ト3). M a n-
nick4), Co ope rba nd
5)8 ト 1 0)ら は正 常人血 襲の α -globu -
1in を主成分 とす る 分画が in viv o, in vitr oで細胞性
免疫 を抑制 す る こ と を認 め こ の 分画 をim m tln O･
r egulatr o ry α
一
globulin と 報 告 し た . 又 , Nel･
kenl l)1
2)44)らも正 常人血 清よ り分 離した免疫抑制作用 を
有す る蛋白分画を n o r m ai im m u n o sup pr e ssiv e pro･
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- b. Effect of se r u mfra ctions obtain ed by aga r o se ele ctrophole sis [Fig･ 3
-
a] and
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62 . 5 1 2 5 250 5 0 0 ug/ml
α 2
叫 m a C r Oglobul in c o n c e ntr atio n
Fig.4. Effect ofpu riaed 町 m a Cr Oglobulin o nlym pho cyte pr olifer a
tionto P H A(3･Opg/ml)･ Pu rified
α2
- m a C r Oglobulin w a s addedto c ultu r e syste m c o ntaining lO% sta nda rd se ru m a nd 3･OFEg/mlof
p H At｡ m ake a丘n alc ｡ n C e ntratio n of 62.5,125, 250n nd 500JLg/ml. Sta nda rd se r u m alo n e= 100%
tr a n sfo r m atio n. T he data r epr es e nt m ea n± 1 S Do nthr e esepa r ate e xpe rim e nts･
P H A刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に 及 ぼ す人 血 清の 影響
で あ ると 報告し てい る
.
Cha s e1 4)は 正 常人 血 清 よ り分離 し た α2-m が c o n･
C a n a V alin A (Co n A) 刺激リ ン パ 球増殖性反応に 対
し て モ ル 濃度 あた り貴大の 抑制作用 を認め たと 報告 し
て い る
.
一 方 , 前述し たよ う に 肺癌患者血清や ネ フ ロ
ー ゼ症候群患者血清が P H A刺激 リ ン パ球増殖性反応
を抑制 し, その 抑制活性は α2 - m に も と ずくも の で あ
る との 報告21)2 2)が ある. そ こ で加齢 に伴 ない 血 清中濃度
が大き く変動す る α2 - m に つ い て, その 変動が細胞性
免疫反応に い か な る影響を も た らす か を検討す る目的
で, 正 常リ ン パ 球の P H A刺激り
.
ン パ 球増殖性反応に 及
ぼす 人血清の年齢因子 に つ い て検討 した. 同時に ア ト
ピ ー 型気管支喘息患者血清に つ い て も正 常人 血 清と対
比 し て PII A刺激リ ン パ 球増殖性反応に 及 ぼす 影響 を
検討 した.
正 常人 リ ン パ 球の P H A刺激 リ ン パ球増殖性反応 に
対 して , S uboptim al do seの P H A濃度 (3.OFLg/ml)
で は若年者血清 (Ⅰ - ⅠⅠ群) は成人 者血清 に 比 し有意
に 反応を低下さ せ てお り, 特 に 5歳以下の Ⅰ群 の 血 清
に 著し い 反応の 低下が み られ た . こ の 反 応の 低下 は血
清中の 抑制作用 を有す る 蛋白質 に よ る こ とが次 の 実験
結果 よ り推察さ れ た. 1) 培養系に 含まれ る血 清の 濃
度 を増加 した 時い ずれ の 年 齢群の 血清で も反応 の 低下
が み ら れ た. 2) この 反応の 低下は分子 量 5万 以 下の
分画に はみ ら れ な か っ た . 3) 血 清の 硫安塩析 に よ る
分画で は, 各年齢群の 血 清に お い て 0-1.3 M(Fr I)
の 分画で反 応の 低下が み られ, 80
0
C, 10分間の 熱処理
に よ り反 応の低下 はみ ら れ なく な っ た . 4) 血清及び
血 清分画に は細胞障害性作用 が な い こと が確認された.
C ha s e1 4)は正 常人 血清の 硫安分画 1.0 - 2.O M分画
に PII A刺激リ ン パ 球増殖性反応 に 対し て 強い 抑制作
用 を認 め, 更に こ の 分画 に 含まれ る蛋白質の 中で 鞄-m
に 最大 の 抑制作用 が あ っ た と報告 して い る
. 著者も 正
常人血清の 硫安分画 で は 0-1.3 M分画中に 強 い 抑制
作用 を認め, 更に 若年者血清で は 1 .3鵬1.8 M分画中に
も 抑制作用 を認 め た. こ の よ う な こ と か ら正常人 血清
の P H A刺激リ ン パ 球増殖性反応 の 抑制作用 は 町 m
に よ る もの と推測 した. そ こ で血 清 α2-m 濃度と 血 清
抑制作 剛 こ つ い て検討し両 者の 間に 有意の 相関 を認め
た. 即 ち正 常人 血清の P H A刺激リ ンパ 球増殖性反応に
対す る抑制作用 は加齢に 伴なう 町 m の 生 理的変動に
一 致 し てい た
. 又 , 著者が 正常人 血清よ り精製分離 し
た α2 - m は P H A刺激リ ン パ球増殖性反応に 対 し濃度
依存的な抑制作用 を示 し, α 2 - m を含まな い 血清分画で
は抑制作用 は殆ん どなか っ た . 以 上 の こ とから α2-m 以
外 に も免疫抑制作用 を有す る血清蛋白 は多数報告さ れ
て い るが7)16)28卜 30), α 2-m の加齢 に伴 なう血清濃度の 大
7
き な変動を考慮す ると, 正 常人 血清の 年齢依存的P H A
刺激 リ ン パ 球増殖性反応抑制作 剛ま加齢 に 伴 なう 町
m の 量的差異が大きく 関与 してい るもの と推察された. ､
α 2
-
m の この 抑制機序と して, 培養系の PH A濃度が
Optim al であれ ば正 常人血 清の年齢依存的抑制作用 が
み られ な か っ た こと か ら, α2 - m が糖蛋白質と しての性
質に よ り P HA と直接結合する作用1 4)やあ るい はリン パ
球の 受容体 と競合 す ると い っ た直接相互作用が 考え ら
れ る. 又 , α 2-m の pr ote a s ein hibito rと して の作用
に よ り, リ ン パ 球表面の pr ote a seと作用 し, P H A刺
激リ ン パ 球増殖性反応3 3), リ ン パ 球混合培養㌣), a nti･
body depe nde nt c el トm ediated cytoto xicity
3 5)
,
n atu r al kille r cellcytoto xicity
36)な どを抑制す る との
報告や , α2-m が リ ン パ球 に結合する こ と により抗原刺
激 によ る m a c rophage slo wingfa cto r1 5)の 産生 を抑制
する報告も あり, α2- m は種々複雑な作用機序で免疫調
節作用 を有し てい る と考え られ た
.
血 清中の α2 - m 濃度 は肝疾患, ネ フ ロ ー ゼ症候群で
増加す る こ とが知 ら れ, 更 に ネ フ ロ ー ゼ症候群患者血
清が P H A刺激リン パ球増殖性反応を抑制 したとする報
告2 2)が ある . しか し, 著者の検討 では血清 α2-m 濃度
は大部分年齢相当の生理的濃度内に あり, 抑制作用 の
あ っ た 若年者血清に おい ても α2 - m 濃度は生理的濃度
内に あ っ た . 丸 精製 した α2 - m は生理 的濃度以下の
低濃度 に お い ても P H A刺激 リ ン パ 球増殖性反応 を抑
制 して い た. この こ と は C ha s elけや Ade s3 5)の 報告 と 一
致す る が Go utn e rら4 0)は α2-m は P H A刺激リ ン パ 球
増殖性反応に 対 して低濃度 で増強作用を, 生理 的濃度
で は抑制作用 を示 す と報告 して お り, 作用 機序 とあ わ
せ て今後解決 され ね ばな ら ない 問題点で ある.
ア ト ピ ー 塾 気管支喘息を は じめ とす る ア ト ピ ー 性疾
患は高Ig E血症 を特徴と してい る. そ の原因の ひ とつ
と して 細胞性免疫能 とくに T 細胞の 欠陥が指摘され ,
T 細胞数 の 低下や P H A, Co n A, Pu ri鮎d protein
de riv ativ e(P P D) 等に 対す るリ ン パ 球増殖性反応の 低
下が報告3 8ト4 2)さ れて い る. 又, Str a n negard ら4a)は正
常人 に く ら ベ ア ト ピ ー 疾患患者血清が P H A, Co nA,
P P D等に 対 する リ ン パ 球増殖性反応を強く抑制す ると
報告 し て い る. しか し著者の 検討で はア ト ピ ー 型 気管
支喘息患者血清 は正常人 血 清と 同程度に 年齢依存的に
P B A刺激リ ン パ 球増殖性反応 を抑制し て お り,正 常人
血清 との 相異 は認 められ なか っ た . Str a n n egard ら
43)の
報告 で はア トピ ー 疾患患者の 年齢が4-16歳と幅が あ
り, 著者の 示 した 年齢的差異が考慮さ れ て い な い 可能
性が あ る. こ の こ と か ら各種の 病的血清の免疫抑制作
用 の 検討 に は age - m atChed c o ntr ol が必要と お もわ
れ た.
8 押
血清 α2 - m 濃度 は乳児期に は成人の 2倍以上 であり,
以 後加齢 に伴な い 減少 して い く. こ の加齢 に 伴な う血
清洩度の変動が成長発育に どの よう な 意義 を有す る か
は不明である が, P HA 刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に 対す
る正 常人血清の年齢依存的抑制作用が α2 - m の 加齢 に
伴な う血清演度の変動に 一 致 し てい た こ と は免疫機構
の発達の面か ら興味深い も の と お もわ れ た.
結 論
P H A刺激リ ンパ 球増殖性反応に 及ぼす正 常人及 びア
トピ ー 型気管支峠息患者血清の影響と血清 α2
-
m 濃度
と の 関連 につ い て検討 した. .又 , 正 常人血清 よ り精製
した 町 m が P H A刺激リ ン パ 球増殖性反応に どの よ
う な影響を及 ぼす か検討 し以下 の 結論 を得た .
1 . suboptim al do seの P H A濃度(3･0〟g/ml) で
若年者血清の Ⅰ 一 ⅡⅠ群及 び老齢者血清のⅥⅠ群は 成人者
血清のⅠⅤ群 に比 し PHA 刺激 リ ン パ 球増殖性反応 を有
意 に抑制 して い た (P<0.01). 特 に 5歳以下の Ⅰ群に
著 しい 抑制作用 を認 めた .
2 . optim al do seの P H A濃度 (7･5JLg/ml) で は
各年齢群の血清の影響 に は有意羞 を認 め なか っ た .
3 . ア ト ピ
ー 型気管支喘息患者血清と正 常人血清と
に は P H A刺激 リ ン パ 球増殖性反応 に 及ぼす影響 に は
有意羞を認め な か っ た .
4 . suboptim al do s eの P H A濃度(3･OJLg/ml) で
み られ た若年者血清の抑制因子 は分子 量 5万以上 で 硫
安塩析法で は 0 ～ 1.8 M分画中に 存在 し, 80
0
C, 10分
間の 熱処 理で 失活す る蛋白質で あ っ た . こ の 蛋白質 に
は細胞障害作用 は認め なか っ た .
5 . 血 清 α2 - m 浪度と抑制作用は有意 に 相関 してい
た
. (Y ニ ー 0.11 Ⅹ十125, r = - 0.580, P<0･01)
6. 正 常人血清よ り精製 し た α2 - m は P H A刺激リ
ン パ 球増殖性反応を濃度依存的 に 抑制 した . 又 , α 2
-
m
を含 まな い 血清分画 に は抑制作用 を認め な か っ た .
以上 の 実験結果よ り P H A刺激リ ン パ 球増殖性反応
に 及ぼす 正常人 血清の 年齢依存的抑制作用 は血清 α2-
m 濃度の加齢 に伴 なう変動に 一 致 しており, 血清 α2-m
濃度の 差異に も とづ く も の と推察さ れ た. 又 , こ の 血
清 α2 - m 濃度の 年齢 に伴なう 変動は小児免疫機構の発
達 と何ら かの 関連 を有す る も の と示 唆さ れ た.
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AgeJepende nt Cha ngesin Inl1ibitory E 蝕ct of 馳m anSera o nPhytohe m agglutin in(P H AI
Stim ulated LymPhocyte Prolifbratio n:Its Relatio ndlip to Seriu m α2･ Ma c r oglobulin Co n cen-
tr atio n Yoshihiro Oshida
,
Departm e nt of Pediatrics, Scho ol of Medicin e, Ka na za w aUniver･
Sity, Ka naz a w a, 920- J. Ju z enMed. Soc. , 92, l
- 11(19 8 3)
Key w ords: Norm al hu m a n seru m,P H A-Stim ulated lymphocyte proliferatio n,
α2
･ Ma c r oglibulin.
A bstract
T he effect ofn o r m al hu m an se ru m Ob tainedfro m various age so nphytohem agglutinin(P HA)-
Stim ulated lympho cyte prolife ratio n w a sin v e stigated in r espectto the relatio n ship betw e e nthe
effect a nd the s e ru mα2 - m a C rOglobulin (α2 - m) c o nce ntratio n. T he effe ct of s e rafr o m atopic
bro nchial asthm a w as alsoinvestigated in c om pariso n with the se rafr o m he althy s ubje cts. T he
Se ru m Sa mPles we r ec ollected from he althy subje cts a nd atopic bro n chial a sthm a aged O-7 5.
Hu ma n se ra e xhibited t he age
-depe ndent cha ngesin t heinhibito ry effe ctat t he suboptim al do se
Of P H A(3.OFLg/ml). Na m ely, the n or m al hu m a nse rafr o m the yo u ng ge n e ratio n aged belo w
2 0and the oldge ne ratio n abo ve 6 1exhibited theinhibito ry effect as c o mpa r ed wit h t he se r a
from adults(aged 2 ト6 0). Espe cially, the s e r a ob tain ed fr o m childr en aged belo w 5 exhibited a
Significa nt inhibitory effe ct. How ever, nO Significa nt diffe re n c e existed in the effe ct of the
hu m an sera obtained fro m allage>grO uPS at t he optim al do s e of P H A(7.5FLg/ml). T he r e w a s n o
Significa nt diffe ren ce in the effect on P H A
-Stim ulated lympho cyte prolife ration betw e e nthe
atopic and the n or mal hum a n sera. T heinhibito ry effe ct w as attributed to t he pr otein which
had a m ole cula r weightabove 5 0,00 0and w a sco ntained in aO
-1.8 M fra ction by a m mo niu m
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sulfate pre cipitatio n. T his inhibito ry activity w a sde natu r ed by he at-tre atm ent at 8 0
0
c for
l O min . T he r e w a s asignifica ntco relatio nbetw ee nthe age-depe ndentchangesintheinhibito ry
effe ct a nd the se ru m α2 - m C O n Centratio n. Puri fied α2 - m Obtained from the n o r mal se ra ex -
hibited the dose.dependent inhibitory effe ct, a nd the s e ru m fr a ctio n witho ut α2
- m lo stsu cha n
inhibito ry effect･ T hese results suggest that the qu a ntita iv ediffe r en ce sinthe seru m α2
- m CO n･
C e ntr ation are closely r elatedtot he age-depe nde nt cha ngesintheinhibitory effect of t he no rm al
hu m a n s er a o nPH A- Stim ulated lym phocyte pr olife r ation .
